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摘  要: 【目的】建立产油酵母筛选以及胞内油脂含量测定的简便方法。【方法】利用尼
罗红与胞内油脂成分结合后在紫外光照射下发出荧光且荧光强弱与油脂含量相关的原
理。通过在添加尼罗红的培养基中培养酵母, 并观察菌落荧光的方法对 385 株深海酵母进
行产油脂菌株筛选, 利用 26S rDNA D1/D2 区序列分析方法对筛选获得的产油酵母菌株进
行鉴定, 并以其中的一株高产油脂酵母(2A00015)为试验菌株, 建立了一套尼罗红染色快
速测定油脂含量的方法。【结果】获得 22 株产油酵母, 其中油脂含量最高可达 62.9%, 经
分子鉴定后显示这 22 株酵母分别属于(Candida viswanathii)、近平滑假丝酵母(Candida 
parapsilosis)、粘质红酵母 (Rhodotorula mucilaginosa)、汉逊德巴利酵母 (Debaryomyces 
hansenii)、季也蒙毕赤酵母(Pichia guilliermondii)以及 Rhodosporidium paludigenum 酵母。
尼罗红染色快速测定油脂含量方法的最佳检测条件为: 菌悬液 OD600 小于 1.2, 尼罗红浓
度 0.5 mg/L, 染色时间 5 min, 激发波长 488 nm, 发射波长 570 nm。该测定方法得到相对
荧光强度与称重法得到油脂含量呈正相关性, R2=0.9637。 
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Abstract: [Objective] To establish a simple method to screen oleaginous yeast and determine 
the intracellular lipid content. [Methods] The study is based on the theory that the combina-
tion of nile red and intracellular oil will emit fluorescence when induced by UV light and the 
fluoresence indensity is associated with the lipid content. We cultivate yeast in the culture 
medium added with nile red, and screen the oleaginous yeast strains from the 385 deep-sea 
yeasts by measns of obeserving the fluorescence of the yeast colony. We have identified the 
screened oleaginous yeast strains by the 26S rDNA D1/D2 series analysis method. Designating 
one of the oleaginous yeasts (2A00015) as the test strain, the lipid content rapid determination 
method by nile red dyeing was established. [Results] 22 oleaginous yeasts were obtained with 
the lipid content reaching up to 62.9%. Based on the molecular identification, it showed that 
the 22 yeasts are separately belong to Candida viswanathii, Candida parapailosis, Rhodotorla 
mucilaginosa, Debaryomyces hansenii, Pichia guilliermondii and Rhodosporidium paludi-
genum. The optimum condition for lipid content determination by nile red dyeing is: bacterium 
suspension OD600 lower than 1.2, nile red concentration 0.5 mg/L, dyeing time 5 min, excit-
ing wavelength 488 nm, emission wavelength 570 nm. The relative fluorescence intensity ob-
tained by this method exhibits a positive association with the lipid content obtained by weigh-
ing method, which can be explained as R2=0.9637. 
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1  材料与方法 
1.1  仪器 
荧光显微镜(Nikon Eclipse 50i), Nikon公司; 
多功能酶标仪(SpectraMax M5), Molecular De-
vices 公司; 高速冷冻离心机(J2-MI), Beckman; 














1.3  培养基 
斜面培养基(PDA培养基): 去皮马铃薯 200 g, 
切成小块, 加人工海水 1 000 mL, 煮沸 1 h, 双层
纱布过滤成清液后添加 10 g葡萄糖, 加人工海水
补足至 1 000 mL, 琼脂粉 2%, pH自然。 
PYG培养基: 葡萄糖 20 g、蛋白胨 10 g、酵
母膏 5.0 g、琼脂粉 15 g, 人工海水 1 000 mL, pH
自然。 
种子培养基: 葡萄糖 20 g、蛋白胨 10 g、酵
母膏 5 g、人工海水 1 000 mL, pH自然。 
基础产脂培养基: 葡萄糖 70 g、(NH4)2SO4 1 g、
KH2PO4 1 g、MgSO4·7H2O 1 g、酵母粉 0.5 g, 人
工海水 1 000 mL, pH 5.8−6.0。 
1.4  产油酵母的筛选及鉴定 
1.4.1  平板培养基添加尼罗红筛选产油酵母: 
PYG培养基灭菌后冷却至 60 °C左右后添加尼罗
红贮存液 1.0 g/L (Nile/DMSO)[13], 使其最终浓度
达到 0.5 mg/L, 混合均匀后倒入一次性平板, 待
平板完全冷却凝固后将所要筛选的酵母接种到
平板, 并在各平板上接入指示菌——皮状丝孢酵
母 Trichosporn cutaneum 2.571。避光 28 °C培养
3−4 d 后置于波长为 280−300 nm紫外灯下观
察 [14], 若有橙色荧光出现则为产油脂菌株, 对比
指示菌的荧光强度可粗略获知油脂含量高低[15]。 
1.4.2  产油酵母分子鉴定: 酵母基因组 DNA 提
取方法参见参照文献[3]。使用引物 NL1 (5-T 
ATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3)和 NL4 (5-G 
GTTCCGTGTTTCAAGACGG-3)进行 26S rDNA 
D1/D2区的扩增。PCR循环: 95 °C 5 min; 94 °C 
1 min, 52 °C 1 min, 72 °C 1 min 20 s, 循环 36次; 
72 °C 8 min[16−18]。PCR产物经试剂盒纯化后(纯化
步骤根据 OMEGA 公司 PCR 产物纯化试剂盒说
明书), 送交上海博亚生物技术有限公司测序。 
1.4.3  产脂摇瓶培养: 将筛选好的斜面保藏产
脂酵母接种到 PYG培养基上培养 3 d, 用接种环
取活化好的菌体于液体种子培养基中, 27 °C、
160 r/min摇床培养 24 h; 取种子液以 10%的接
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种量 (V/V)接种于基础产脂培养基中 (100 mL/ 
500 mL), 27 °C、150 r/min发酵 72 h。 
1.4.4  菌体生物量测定: 量取一定体积的菌液加
入到已称重的 250 mL离心管中, 在 5 000 r/min
下离心 5 min, 沉淀用蒸馏水清洗 2 遍, 弃上清
液。取沉淀菌体放入烘箱, 80 °C烘干至恒重, 自
然冷却至室温后称菌体和离心管的总重。 








1.4.5  油脂提取方法(索氏提取法): 将离心后收
集的菌体于 100 °C−105 °C 烘箱中烘干并磨碎, 
准确称取 5 g 干菌体于滤纸筒内, 封好上口。将
滤纸筒放入脂肪提取器的抽提筒内, 连接已干燥
至恒量的接受瓶, 由抽屉器冷凝管上端加入 1:1




80 °C干燥 2 h, 放干燥器内冷却 0.5 h后称量[19]。 
油脂含量计算公式:  





1.4.6  残糖测定: 残糖的测定采用蒽酮法[20]。 
1.5  荧光检测酵母油脂相对含量方法的建立 
1.5.1  酵母 2A00015 培养及处理: 菌体培养方法
见 1.4.3, 准确量取 10 mL发酵液, 5 000×g离心
5 min, 弃上清液, 加入等量的无菌水清洗菌体, 
再次以 5 000×g离心 5 min, 重复 2次, 保存菌悬
液以备待用。 
1.5.2  酵母 2A00015 细胞密度检测: 以 600 nm
下的光密度值代表细胞密度, 细胞数量测定采用
血球板计数法。 
1.5.3  尼罗红染色后荧光特性检测: 将处理过的
2A00015 酵母菌悬液用无菌水稀释至合适浓度, 
添加尼罗红贮存液(浓度 0.1 g/L Nile red/DMSO), 
快速混匀, 用移液枪吸取 200 μL准确加入到黑色
96 微孔板中 , 每个样品做 3 个平行。选用
SpectraMax M5多功能酶标仪(Molecular Devices
公司)荧光检测功能, 对 96 微孔板中的样品进行
荧光特性测定, 相对荧光强度为添加尼罗红样品
的荧光强度减去未添加尼罗红样品荧光强度。 
2  结果 




法对酵母生长并未产生负面影响, 见图 1。 
图 1 显示不管平板是否添加尼罗红, 酵母菌

























图 1  紫外光下菌落荧光情况 
Fig. 1  The fluorescence of yeast colony in the UV light 
 
 
图 2  荧光显微镜下酵母细胞 
Fig. 2  Yeast cells under the fluorescence microscope 
Note: A: Yeasts cells under the ordinary light; B: Yeasts cells under the blue light (Wavelength 420−490 nm); 1, 2, 3, 4: Respectively 
represent yeasts of 07Y126, 07Y162, 07Y147, 07Y15. The microscope magnification ×1 000. 
 
采用尼罗红平板筛选方法对本实验室分离纯
化的 385 株酵母进行产油菌株筛选, 总共获得产
油酵母 22株, 主要分布在西太平洋暖池区(20株)
以及东太平洋多金属结合区(2株), 见表 1。以酸
热法提取酵母中的油脂, 结果显示, 酵母 07Y162
产油能力最强, 油脂含量达到 62.92%, 生物量
11.50 g/L, 脂肪得率系数 10.32, 酵母 07Y147次
之, 油脂含量达到 50.81%, 生物量 11.09 g/L, 脂
肪得率系数 7.98。另外 07Y12、07Y15、07Y144、
2A00015、2A00011 五株酵母油脂含量也都高于
40%, 属高产油脂性能菌株, 而剩余酵母中有 6






2.2  产油酵母酵母分子鉴定 
相关文献记载显示常见产油酵母主要包括丝
孢酵母属、油脂酵母属、红酵母属等[21]。本文利
用 26S rDNA D1/D2区的序列分析方法对 22株产
油酵母进行分子鉴定, 并按照Kuttzman和Robnett 
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表 1  产油酵母筛选结果 
Table 1   The result of oleaginous yeasts screening 
菌株编号 










Lipid coefficient  
(g lipid/100g substrate utilized)
07Y12 WPA底质泥样 9−12 cm (水深 5 000 m) 6.75 47.11 7.10 
07Y15 WPA底质泥样 12−15 cm (水深 5 000 m) 7.38 48.74 9.15 
07Y29 WPA水样 200 m 7.72 30.77 6.01 
07Y30 WPA水样 200 m 5.30 23.92 4.21 
07Y31 WPA水样 800 m 8.70 20.11 5.37 
07Y35 WPA水样 3 000 m 7.48 22.19 3.66 
07Y42 WPA离底 500 m水样(水深 5 021 m) 7.16 19.89 2.03 
07Y43 WPA离底 200 m水样(水深 5 021 m) 6.98 25.36 4.50 
07Y46 WPA离底 50 m水样(水深 5 021 m) 8.00 22.78 2.60 
07Y52 WPA水样 3 000 m 6.09 30.71 4.24 
07Y53 WPA水样 3 000 m 6.11 20.21 2.17 
07Y74 WPA水样 800 m 9.92 31.09 5.31 
07Y76 WPA离底 500 m水样(水深 2 596 m) 6.06 38.01 5.75 
07Y87 WPA表层水 10.04 33.87 4.70 
07Y116 WPA水样 1 500 m 7.27 20.15 2.47 
07Y141 WPA水样 150 m 9.79 23.33 3.70 
07Y144 WPA表层水 11.80 43.62 7.93 
07Y147 WPA水样 15 m 11.09 50.81 7.98 
07Y152 WPA水样 500 m 5.23 20.71 9.08 
07Y162 WPA水样 500 m 11.50 62.92 10.32 
2A00011 EPA底泥 1.6 m (水深 3 086 m) 6.83 40.33 5.49 
2A00015 EPA 鲀鱼腮  10.93 47.16 8.58 
注: EPA: 东太平洋; WPA: 西太平洋. 





地位见图 3。由结果可知, 22株产油酵母分属于 4
个属, 6 个种(近平滑假丝酵母 Candida parapsi-
losis、维斯假丝酵母 Candida viswanathii、季也蒙
毕赤酵母 Pichia guilliermondii、汉逊德巴利酵母










图 3  基于 26S rDNA D1/D2 区域序列和 Neighbor-Joining 分析绘制的系统树 
Fig. 3  Phylogenetic tree drawn from neighbor-joining analysis based on the  
26S rDNA D1/D2 domain sequence alignment 
Note: Numbers in parentheses represent the sequences accession number in GenBank. The number at each branch points is the per-
centage supported by bootstrap. Bar: 5% sequence divergence. 
 








2.3.1  波长选择: 酵母所含油脂多为极性油脂, 
而尼罗红检测细胞内极性油脂激发波长通常选
择 480−490 nm。本文使用酶标仪荧光测定功能, 
激发波长 488 nm, 对 420−700 nm范围内的发射




波长扫描结果可知, 488 nm激发波长下, 不管酵
母菌悬液是否含有尼罗红染料, 在发射波长为
440−520 nm范围内都具有一个极大的峰, 除此之
外, 添加尼罗红染料酵母菌悬液在 540−670 nm 






图 4  488 nm 激发波长下发射光光谱扫描 
Fig. 4  Emission spectrum light scanning with excitation wavelength at 488 nm 




540−670 nm 范围内具有真实荧光值, 其峰值在
发射波长为 570 nm处, 见图 4C。 
基于上述结果, 我们得到尼罗红检测酵母油
脂的最佳检测波长为激发波长 488 nm, 发射波长
570 nm, 在该处波长下具有最高的真实荧光检测值。 
2.3.2  染色时间: 添加尼罗红染料至光密度值为
1.67 的两组酵母菌悬液, 使其尼罗红最终浓度分
别为 0.5 mg/L、2.0 mg/L, 将样品快速放入酶标仪
中按时间扫描方式进行荧光强度检测, 扫描时间
间隔为 1 min, 所得结果见图 5。 
图 5显示酵母菌悬液经两种不同浓度尼罗红
染色后, 所得脂荧光强度随时间变化规律较为一
致, 两者脂荧光强度峰值均在染色后 3 min 内达
到, 之后荧光强度快速下降到一个稳定值, 其大
小约为峰值的 80%−90%, 持续时间约为 5 min。
经尼罗红染色 10 min 后检测样品荧光衰较为明
显, 其中高浓度尼罗红染料荧光衰减速率要快于
低浓度尼罗红染料, 两者荧光衰减速率分别为每
分钟荧光下降 1.59%及 0.86%。由上述可知, 选择
尼罗红染色后 4−9 min作为荧光检测时间既可以保
证检测稳定性, 又可以最大程度减少因荧光衰退而
产生的误差, 因此本文染色时间统一选择 5 min。 




图 5  尼罗红染料与胞内脂类结合后荧光强度随时间的变化 
Fig. 5  The changes of fluorescence intensity with time 
 
2.3.3  细胞密度: 取近平滑假丝酵母 2A00015菌
悬液 10 mL, 按照一定比例逐级稀释, 得到一系
列细胞密度不同的酵母菌悬液。测定 600 nm 处
的光密度值及相应酵母细胞密度(图 6A)。相关性
分析显示, 菌悬液OD600在0−1.2范围与细胞密度
存在显著相关性(R2=0.9927), 见图 6B, 因此可以
用该范围内的光密度值代替细胞密度。 









600 nm 波长下的光密度值不应高于 1.2, 否则会
大大降低检测精确度, 因此对于细胞密度较大的
样品检测之前必须先稀释。 









为 0.64 酵母菌悬液添加尼罗红浓度至 0.2 mg/L
即可达到最大相对荧光强度, 继续增加尼罗红
染料浓度并不能相应提高其相对荧光强度; 同







要求(OD600小于 1.2), 选择尼罗红浓度 0.5 mg/L
是合适的。 
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图 6  细胞密度与 600 nm 波长下光密度值的关系 
Fig. 6  The relationship between cell density and OD600 
 
 
图 7  相对荧光强度与 600 nm 波长下光密度值的关系 
Fig. 7  The relationship between relative fluorescence and OD600 
 
 
图 8  尼罗红浓度与相对荧光强度关系 
Fig. 8  The relationship between relative fluorescence and nile red concentration 
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制在 1.20以内, 尼罗红浓度为 0.5 mg/L, 染色时
间 5 min。计算相同细胞密度下激发波长 488 nm、
发射波长 570 nm 处的相对荧光强度与油脂含量




3  讨论 
以大洋中分离得到的 385株酵母作为筛选对
象, 采用尼罗红平板筛选方法筛选产油酵母, 共




















含量采用酶标仪 96微孔板进行测定, 以 3个孔作








图 9  产油率与相对荧光强度关系 
Fig. 9  The relationship between relative fluorescence and lipid content 
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